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L» invention concerna un precede da replacement 
specifique d'une copie d*nn gene present dans la 
genome d'un organise aucaryote raoayeur par 
1 'integration d'un gene different du gene inactive 
10 De preference, le g&ne raeevaur sera preset en au 
mains 2 exe^plaires dans Xa cellule bote transfectae. 
La gene receveur est defini co^e dtant le gene ou se 
tera 1» insertion du gene different. 

Plus particulieraeent, 1'inventicn concern* la 
IS production d'animaux tranaganiqnes dans Xesqwels X© 
gene etranger a ete introduit d'une mahiera cibl.ee 
pour parmettra, a la fois, le mintien das fonctions 
genet iqaes nonaales da X* animal et 1» 
gene stranger sous le contrdle 
20 endogenes. 

Par "gene different on dtrangar* on antend toute 
sequence nucXaotidigae correspondent a la totality on 
& una parti* d'un gene stranger on different* du 
gene receptaur telle qu'eXle est trouvee normalejBent 
*5 dans le genome (M® ou MM) , on elle correspond 
*gal«*ent a una sequence modifies artificiellement 

normal ou encore a un fragment de cette 



L* invention concerns egalament le precede de 
30 Production de ces animaux transgeniqnes* 

la production d'aniBaux transom im^s* X e 




utilisaas pour 
1' introduction da sequences d ! AtM necrologues dans 
la lignee celluXaira garminale, ne pamettent pas do 
35 confer le site de I « integration du gena etrangar 
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introduit. Um^%lon dc gene etranger m fait au 
nasard et* en general., 
s 5 integrant en b#ts 
tandem tits a queue, le site de 1 > integration at Xe 
3 nombre da copies integr-ies variant d*«n animal 
transgenics a 1 "autre* 

XI pent dono arri^er cue das genes celluX aires 
endogenes, situes au point d* insertion, soient ainsi 
inactive*, sans cue cela soit facileaent dec4.lab.le en 

10 raison de nombreuses insertions au hasard. Si le 
produit da ces genes est important pour le 
devaioppeBent de X 1 animal, oelui-ci sera serieusessant 
perturbs, Bfaillaurs, 1 insertion aieatoira du g*ne 
stranger pent se faire a un site qui n ! ast pas 

IS appropri* pour X * expression du gene. Be. plus, le fait 
qu*il y ait variation dn site et du nomfers 
^'insertions d'aniaal. en animal rend X Hnterpatation 
des etudes d' egression sxtrsmement difficile, 

Ota problema majeur rencontre dans la production 

20 a«ani«aux transg&niques, est l*c 
1* express ion du gone Stranger. D»u 
gsntola, deux types d*experianoe ont ate realises 
cues; les sourisu 

Las genes introduits dans la Xignes germinal* 




ragulatricas? 

- soit des 
30 codante d"tm 

d'un autre gene, les 

par* a£s a deux espeess 

On a pc ainsi confiraer que la specificlte de 

1* expression das gimas dans tel on tei tisso est 
3S determine© par leur(s) segnenoa(s) 
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Le choix d « promoteur appropria pour 
l f expression gone ©trailer chess I s animal 

transgenique est done d'une importance primordial©, 

D* autre part, la mutagen&se dirigee a® g4nes 
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1* 

ete la 

IS eeiluXaire genainale. 

Dans tihaeun das documents cites, X« site precis 
d© 1 * integration a 6tti c; 
hoaoiogue antra* a.*mne part, 
eomportant la mutation ou correction includes 

20 VfcGteur, sous le ©motrdla d'un promatanr axogene &t 
d 'autre part, leur noBOiogua genoBuqua. Caci etant 
11 taut reisarquar qua i.es autetura ant*rieur» oat 
raalisa Xeurs experiences ser un gene spicifiqua 
CHPRi'} dont 1* activation par mutation a 8 acccwpagnait 

25 d'un phenotypa decelatole. La mutation cities- daorita 
par Thomas at al., avait ponr effet d*inactiver la 
gene HPRT et f par consequent, da fair© disparaitra le 
pMuotype daeeXable normaXenent assoeie awe le HPRT. 
Le gene da selection W, ecus Xe ecmtrdl. d*an 

30 praaoteur TK, etait done ineorpere dans I'aoH 
d* insertion permettra la selection das 

trans formants. II eat a noter que lea experiences 
deoritas dans X'art antdrieur impliquaient una 
selection soit par I® qene receveur (p. ex HFRT) soit 

35 par Xe gene d* insertion (p. ess Heo*} . Le site da 
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1*. insertion at/on la type de gene insera est done 
llsite a des genes conferant to caractera selectable. 

In outre, dans 1 ' art anterieur, las sequences 
exogenas sur Is ve«teur aervent dona 4 la fois & 
S cibier la site <** integration et 4 introduirs la 
modification* Smite a la recomtoinaison hosaologue t le 
gene jaodif ie se trouve ton jours dans son 
envirosinamant g^nstique normal, 

Rappelons gu«un problema qui so poas au cours de 
3-0 la production d'aniaaust transgeniqaes est Is danger 
d'inactiver un gane calXulaira endogena qui se trouve 
au point d* insertion du gene stranger. 

Solon la function du produit du gene inactive, 
una telle inactivation pent conduira a des desordres 
iS phyaiologiquss ou morphoiogiquas important® chss 
1* animal transgenic© , ou pourrait m#m 



En revanche, 1 Unactivation d*un gene pourrait 
etre considers coansa avantageux si 1® gene en 

20 question codait pour un racepteur da viroa en autre 
agent infectious. 

Las invent ears ont dtudie la possibility 
d'evitar lea inconvenients deer its plus tot, et 
mmms, toa certains sas f a 1 « inactivation 

2S possible d'un on plusiaurs genes eellulair* 
de fouction importante au cours ds la 
d'animaux transgenignes, 

L* invention a pour on jet nm precede ds 
replacement specif igua, notamaant par oi&Iage d*«n 

30 ABM, dlt A&N d« insertion constitue par una partis 
d*nn gene susceptible d*§fcra rendu fonetionnel, ou 
dsnt le fonctionneaant pent stra rendu plus af fiasco, 
lorsquMl est raeoiabine avec un xffl do complement 
pour alors fourair on gene recombinant eonplet dans 

3S ie ganoae d'une cellule emearyota, caractarisa en oa 
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~ 1m site £ 'insertion trouve dans «n g*ne Ao« ( 
ait gift© recwear, at cowbenant 1 *ABK 
9k en ce que 

- l'on transfeete das cellules eucaryotes avae nu 

coaprsnaat lux-Beiae 

d'insfcrtioi* at 

et a 'autre da l*&m 
anoiogues a deux 
f gui jo«xt®ftt i« site d* insert ion 

i la mt 




. atant choisiea parsai 
celles qui constituent le sysdit AQM ae compliant et 
15 qui autorisent, par rsccaafoinaison homoiogue avec des 
sequences eorrespondantes du gene raeeveur, la 
Moonstxtution d»un gene reeos&inant collet dans le 
gtiacna da la cellule auearyote. 

^invention concern® aussi tm precede de 
20 production d'animaux t ransgeniques , car&cterise en ce 
que des cellules b.s. sent transferees dans las 
conditions s*s~d£crites et seleetioftnaes * pour 
l*evaftement da recomfeinaiaon hcaaolocpae, a savoir 
I s . integration correct*, du gene stranger, l«s cellules 
25 *ra.us£ectees ^ont ixrjectees dans dee emfaryons a un 
stade ©« ils sent aptes a integrsr les cellules 
transferees (par example au stade blastocysts), 
ceux-ci sent ensuite reimplantas dans une mere 
portauae et les individus chimeras obtenna a^ toe 
30 da la gestation sent aceoupXes* si lea cellules K s 
ont coXonise Xa Xignes germinale da l«anl»al chimera, 
des aaimaux transgenics heterogosyros pour le gens 
atet *»oa Far accouplew.ftt £F1) dans la 
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de temps apres la fecondation (c 1 est-a-dire mains de 
24 heures} . De catts awmiere, I s insertion est 
effecfeu^e : peia$ant- que X'oemf est a X*etat 
unieellulaire* 

L> invention concern® anssi an plasmide apte a 
effect«er 1* insertion eibXea <t*im gene recombinant 
alt gene a* insertion dans 1© genome &*im® cellule 
aucaryote, e&r&etdrise en no qn ? il contient nn 
inserat comprenant Xui~meme le gene d % insertion ef 
•deux sequences dites s »fianq«antes s < de part et d'antre 
du gone d f insertion, respect ive»e«t nomologuas aux 
deux sequences genomiques qui jouxtent le site 
d* insertion soun&ita dans le gene receveur, 

L* invention concerns egalement das aninaux 
transgdniques dans lesquels an mains un gene endogene 
a m& inactive par i* insertion a* an gene qui est 
different du ee.ne inactive, le gene a * insertion stent 
insere dans nne position qui penaat I* 



20 du i 

!*: 

dUnserer d»une 
, en particuiier 
qni 

le genome d'un 
le 

du 

o& se fait 
d'inaotiver le 

Selon on mode de realisation prefers de 
1* invention, le gene receveur ci&le est on gens qui 
est present dans la gdnosse en an moine deux 
exsmpiaires. I* utilisation de le technique 
d ' el ectr operation C^ef « 11} assure I s introduction 
si* una copie settlement do gene etrangar. 
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Selon catta -variants de 1» invention, 1 'insertion 
ciblee du gene dUntaret £ c * est~a~dira 1© gene ait 
d s insertion) a ..poor effet d'inaetiver la seula copie 
du gene eallulaire endogene ou se fait i> insertion at 
S laisse intacte et 2onctiQm»Ue la on Xes autre (s) 
copia(s) da ea gen®. 

m cette fae<*n# le foncticameaent genetique da 
1'aniwrt transgenic^ n*eat paa ou peu perturbs par 
1 * introduction da gene etranger, siessa si I s insertion 
0 inactive una seals eopia d*un gene essential reeevenr 
le X s animal. So it son 
± done pass affect*- par 
1* insertion du gene stranger, aeit lee perturbations 
ftittettres possibles dans le ©as de 1 * inaotivation d«un 
15 gene, critique ne seralent probabl«aent pas Mthalas 
pour l f animal. Mm effete de X 8 insertion da gene 
stranger a 1'etat honozygot« pourraient litre da toute 
nature et seraient observes en Seise generation <P2) 
apres croisaments d'iMividus heterorygotss (Pi) 
so antra eux. 

Si, par centre, 1 * inactivation de toutes les 
copies d*un gene est souhaitee, par example, dans 1® 
cas on le gene code pour an receptaur d*agsnt 
infect ieux, de multiple copies du gene etrangar sent 
2S introSuites, Le eontrole de la quantity introduite 
pent etre assure en faisant appel a das techniques 



L* insertion oinlee du gene etrangar permet done 
son introduction dans an site ou son expression est 
sous 1© controls des sequences regulatrices du gene 
endogene ou se fait 1* insertion, 

X*e precede de l^iwention permet ainsi dUnserar 
le gene stranger derri&re un prosotenr endogene qui a 
ies functions d&siraas (par example, specificite 
d* expression dans tei an tel tisssa) , at caia, le cas 
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*eb*ant, sana inactive las autres copies du gene 

salon un *ode da realisation partieuliarenent praf« 
„ ae i,imt£3ltia ^ i!M * s ^artIon co^orte entre las 
5 SeqU@nC8s d*u*e part nne stoenc- a W 

d6Stxnee 4 **** reco^inde avec 1 8 ADN da co^ito- 
d * m le g4ns raesveur pour foumir U r akn 2 
recombinant, at, d'antre part, tme saguanca eodant 
pour un agant seXectlf penetrant la Election das 
transforms at an jraoteur autorisant l«expre«^o« 
de 15SgSmt X* gena re Mr et l, V ? 

recombinant eodant pour das poults depression na 
conterant pas da phinotype selectable, 

m cette maniere, la section des transforms 
* St «^**»«* indep^dante da la nature da g ^ 

precede decrits jus^a ca jour dans l^uals 
gena inste on la gene -ecaxrau- ****** " gUSUs l * 
*™ wwwr awvait par necessity 
coaar ponr on croduit f^*^^^^,-^* 

devaloppji p aar 

flexibiiita 

qui concsrna la nature du gena reeaveur at du 

m an ^ forma" par la " racoUnals" 
eclogue, Las inventaurs out constats d'una m i«r. 
surprenanta gne 1« insertion da sequences do t* < 
important* (par example d'anviron 7*5 Kb) 
pas la frequence da recombinaiaon homology 
L'affst qua pent avoir ^insertion da Xa ssquan~a 
6>*m salon oat aspect da invention inclut, salon 
3U ~ , tYPe ** Par sample la 

rs.pxaca.ant d'una sequence codante, la t^iac^ 
dUne raguiatrica, 1 > inactivation ou i a 

reactivation *«un gene par station on 1 Melioration 
teux d'axprasaion d^un gena. n est possxhl 
35 SCi ° r - "™txo», da ro^lacer una p.aao c_ , 
una partie d*una pbase codante 



20 f leCtio « transforms. La 

las xnvantaurs perset una flexibility total© an 
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heterology qui commence *u eodoo a 'Vitiation d« 
gene replace afin gue 1 "expression du genet in^r4. 
replace antiAr^at l'-wmion du gone rero 




codante fctant 
de selection. 

„ en outre f en aval de 

adKKtfr *t toujours antra les seguanees 
m gene eodant pour un agent da 
« selection, assoeia * un promoter permettant 
expression 4a»s la cellule eiM*.. 
De cette &aniere # la segij 
peut ©tre insert derriera 

a las proprietes sounaiteas, par exemple une emx***™ 
.*P*cifioit* depression, ou grill, de transcripts 
etc, la selectaMlite dee cellules transform* etant 
•ntitawunt ind<>pendante da l«expression "de la 
sequence codante haterologua, Ce type de const 
permet, par exemple 
transforms si 

sequence codante toeterologue n'est pas MU ,^ t 
expr»# dans lea cellules cibi«. ceci est 
particuli,_ i„nt ^ la paction 
d a„ transgenics a partir de cellule 

~lf C d CeUSW) Portion 

important, dea gimea reste inactive jnsgu'a un atada 
plus avance d» „ . . . 



I'anijaai. La gens 

P~ ««pl.. le le 
devexoppemant de la grille de transcription du gene 
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eadagfeas rewplac* s*©ut. etre stiivi. La vsctetsr pGN est 
un exeisple da ce type de construction. 

Salon ub autre mods &e realisation de 
1* invention, I'M® d'jjasertion pant coatporter une 
S sequence regulatrice ^trangere, Le site d« insertion 
et ? par consequence, las sequences flanquantes sont 
choisi.es en taction du tmt desire, a savoir soit 
i« insertion da la sequence reguXatrice dtrangare pour 
dormer un effet de "double promotsur* avee la 
10 sequence raguXatrice andogena, ou soit Xe 
d*un promoteur endogens par Xe pt 
La sequence codante qui sa trow© sons 
la 





flanquantes ant au noina XSO paires de 
& la longi 

25 rsoeveur. 11 as 

flanquantes so lent 
gsnomigues qui jouxtant Xe site d "insertion s.o^aitei 
La sequence flanguante ou vacteur cpi se trouva en 
assent du gene etrauger a introduira, est normalemant 
30 feoeologua a la sequence gtadqua gui est situee du 
cdte 5* du site assertion* 0a la seme maniere, la 
sequence flanguante du vecteur gui se trouva en aval 
dn gene stranger, eat norssalement nceaologua a ia 
sequence genomgue gui est situee an cote 3 * da Kite 
35 a « insertion. 
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v;; t ::r;r: ™ tant * 

to P° sition «s intercalate* »i„- 

#trw«^, « frequence d»AD& aodanta 




apportSs par la. sdguence a*i 
1S migztk la orfiaehcft das 

qnx encourage me vrntsmimimn liomoiocma n ^ 
^un certain » d^rati!^' ^Z! 
nasard, Afin de verifier qua ^ * 

fcxen au 1« dans le cibl « ^ ^ 8 * 

"r r cx) ^ »> «itiui" 

*»pUfl«r la sequence d ' ADM du locus ou 1M W L_ 



transform^ a la suite d'uns w^h^^ 
2 » sont selaetionnes* ^oxogua 
X^s mwaow flanquantas du vacteur sont Man 
d.sxr. pour que la recc^inaison ho.olcque puisse 

C ° ap0rter te fences repl igUes dt3 
anaogene «t/ou das modifications aux 
qui precedent le aodon d » initiation pour 
^ tradUCti ° n -ont) et 

35 n ^ ¥ f PligUeS des da terrdnaison 

~ ^ SiteS P-^enylation (sequences 
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I* gfttto desertion pant stre n*i»porte c|ual 
gene d'int*r«t. On altera core axeapia* 
liaitatifs, le gene .lac.S (®tmm dans la 
Secrit plus loin) , les g*»es eodant 
s lU«tsrIe«kine on X« interferon, lag 9*1*0 *; 
raaepteur, par exoq>le de X 'acids retinoique on 
beta~3 adrenergic de H.I.V., at des genes connus 
eo™ etant lies ft certains taaladies, par * 
isyopatMe, etc,* 
lu S^ion una variant* proferee de PinmntioR, Urn 

cellules eucaryotas sent das eeXXsiles eonchai 
«aBbryonnaires (voir Ref « 14 at IS) , 

En off at, iu» cellule *. S . mitse peat ttmt 
injects dans an a^ryon precoce gui, aprte 
^ r*inplaatation, poarra naitre mm was fo* chi^ , 
Si la lignaa geradnala est eolonisae par la celluls 
^ Z, 1 '***** 1 ******* ^«a»ttwi la station fc sa 
la ^r** ® n pourra observer las 
ettt* matation, a i*stat aomoaygote thmz 




■ las molecules pom 
a parti r d« 

plaasudes sent das plasmides de smtagenesa, Les deux 

representees, s«r Xe < 
S{ nsmao f! en noir* lies 

Hox-3.1 out ete cionees dans le plasmide pGN 
(A : signal de polyadtoylation ? Bn V Pro T enhance- 
pro.mot.eur) , 

07 «t OS figures 1M dro oXigonucXeotMas utilise, 
dans la PCJR, 




30 «, ~ X5 » TOC 14 ***** 
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«tiltS; a 2T S V * ****** 1S Pl-M*. 
utxixses aanss la construction dia pGH 

s =;:r: rrr^ " n * 

- CF»c,E.) aur das cellules 



ID 



La figure 8 (a) at (b) contra des analyses d. 

„ . g et peut Wier selon la 
nature du aese ^„* x . x * 



la genetic^ des mm&t*k*& va progresses a* 
maftlto ^M4rable crrice a la possibly rccenr 

m^ttmt alnsi 4e nUm definir «* r6Xe Far ^ 
taotaologie fait inlenmnir relolf T 

Eclogues at cellules ^ L IT^ZT 
praeieuses serant apportaea sm r des oncoqimJt T* 
20 faeteurs de cataissanee, te facte * 

transcript-ion, etc. ., genes ^ conc@rn J t ** 
sujsts tras actuels da la recherche fonda^ntalc o! 
la recherche appli^ ^ louche important pour 2 
recherche medicals est la possibility da reproduce 

««. eo^nue {certaines maladies humainss a 

' etadxer 1*» maeanWs et ae rsebsreher 



En applicant le precede de Invention, u« gene 
* come «tanr respons&M® d»une csrtaine maladie 
est inete* d*une ma«i te cifeida dans le ^ rft 
cellule E.8. L'aniaal transcenieua ^ T 
la suite present. » ^! ! " ! ! ^ ****** * 



S Un mo{m * *t catte maladie. 
Sx n#csssatee, at c®«e ddcrit plus h^nt les 
;rio«neBents aA*** 4 
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aenslbl«R«nt «M«s f malgre ^insertion to gto 



tMa antra application procMe to 1 5 invention 
consists a intorer u» gtoe d« insertion qui eat 
5 £ * cil «»«* ****** ^ at qui peut done 

3otiar la rol® d'un marqueur cellulair*. Ba catta 
naaitre, dea tote da filiation «.g. ^ s dss 
anir;aux da Qsnccsaas sent facility , at la race patrt 
etre »uivie* 

3-0 insertion to gane lac. 2 co»e gene d' insertion 

rand aussi possible das 4tades to premoteur* srSc* a 
la possibility to daeelar ^acfeivite ^galactosidasa, 
i» activity at la specif ielta to diffaronts promoters 
endogenas peuvent atre etoditos en ciblant differ ants 
15 ® itas dsms 1<s **»« typ« a« different® typas da 
cellules* Las mimes etudes poarront itra effeestuees 
sar cm organise entier, a** «saara du davaloppement o« 
^ i'etat adulte, en utilisant ies techniques 

3.«*et*teurs ont coastat* a* ana maaiere 
oua la frequence to raeombinaison 
V 




. example la too z. 

catta observation a suggera aux inventeurs gue i« 

technicrue de recaBhim^ 

4 us rt-comsjxnaison bomologua sera it bian 

adaptaa a Insertion d'autxes ganaa neteroloqnas qui 
sent da faille important*. 

Sraea a la possibility da modifier ia genome 
d*un animal, le procsda do 1* invention peat egalament 
30 toxo utiliaea an tant qoa -tter W „ gemquW 

ntiliaations las plas evldsntas canslstarait a 
inactive lea genes de rtmpteurs d» agents infectiwx 
(virus on bacterids) oa ta&igues, si catfce atttag# n *«« 
s'averait latbale, il faudratifc rteablir la fonction 
35 pardue sans ratablir la aansibilita anx agents 
sao&ifie oodant poar un tax 
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IS 

pourrait tee : reintroduit dans la cellule 
mains qae la modification puiss* etra 
proyoguda par la raaambinalaon Jaoaologue. cette 
modification da patriiaoine genetiqae coniererait a 
Vmiml une imalt* centre la laaladie considares. 

Ce protocol© petit mssl iatervenir dans la cadre 
d<a«to~gra£fe> &*» cellules, blades ou. saines, 
prelevees sur an patient, pourraiant eta soigrsc.es at 
iaauniaees, puis reimplantaas chez la m« individu. 
La technique de 1* invention se prate aussi aux 
d'activite da produits pharBaceutique* 
avoir ana aetivite a I'eg&rd des produits 
d'un gene pathoiogique lie a ana 
sa cas ? le gene d 'insertion est 
constitue par Xe gene pathoiogique at on adainistr* Is 
1* animal transgenique la prodait pharmaceutic an 
w ^valuer son aetivite' »ur la wamtUm* 

^invention va tee iXiastraa en faisant 
plaettide pGH at son utilisation dans 
X'inaartion eifeia,a d'un gena etranger (lac.2, 
pour Vmym #~glactosidase d«B.Coli) dans le 
d«une cellule d'E.s. da souris. to gene lac.z 
ehoisi an ralaon du fait que son expression peut tea 
faciXamant decelaa at est simpXamant a titre 
illustratif. 

La phase codante da I'enssyme J^alaetosidae* 
d'E.CoXi (lac.S? 1-3057), ruaionnee avae una sequence 
genonique (7292-3) du gene murin ta*3~x (Baf. 1} , 
debute par la codon d> initiation da c& gana. Bn 
effet, la sequence qui precede le cote d* initiation 
de Hox-3.1 eat itetiqna a la aequanea consensus 
chess lea mutate {Hef. a) f permattant 
meilleur tarn de traduction da la 
gaiaotosidasa dana Xes cellules de vertdbwte. La gena 
lac.s est anivi d'un signal de polyaddnyiation "par 
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IS 

example o"u virus SV 40^ comma la plupart das genes 
auearyotas, afin da stabiliser las &K% messagers* 

I, 'activity de la $-»galactesidasa d«E,coli, gni 
est fonetionnelle dans las cellules eucaryotes, peut 
5 itre decaiee da diffarantss manieras* Das cellules 
ex*prix&ant la gene l&c^g; prannent una coloration 
blana, apres fixation, en presence da Mai, qui est 
un aubstrat da la $«galactosidasa (Baf» 3). n^ 
nouveau substrat, la FDG {flurercacexne ai~j8- 
10 gaiactopyranoside) , permit de deceler at de doser 
I'activite $~gal. tot; an gardant lee cellules 
Vivantas (Ref. 4). l^s callalas axprimant lac, 25 
acoumulant un produit fluorescent sis peuvant etra 
isolaes a I'aide d'un triaur de cellule ou FACS 
IS (Sliiorescence-aefeivatfed call sorter) , 

L*nnite da transcription du gtee da resistance a 
la neomycina provl&ttt f en grands partie, du plaemida 
pKSV neo (Bef* S) » La Z3R (long terminal repeat) du 
vim du sarcoma da Ecus procure das sa^encas 
20 activatrice at promotrice tree puissantes dans de 
cellules eucaryetas (Haf. 6), 0u 
viennant un proarofceur actif 
dans B.coli at la phase codaata de l*mzfm® 
phosphotransferase (B»f. 7), qui eat salvia da signal 
de polyadanylation du virus 8V40, La ma^a g&ne sous 
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la 

kanamycina ansc nact;erxas et. xa ■ resistance an G41§ 
callules eucaryotes. 

Par l'effet d'ana simple saltation ponctuelle, 
X s unite B das seguencas activatrices (enhancer) da la 
souche PyEC P9„X dn virus du Polyoma eat davenne 
beaucoup plus active dans different^ types da 
cellules, at en particulier dans las cellules da 
*nfc*yoni»ix» (BC) (Ref. 8). Deux copies de 
oer Py B?*x ant etd insdreas an 
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la plasaide pes, a* 



3.U LTMST, st dans 
1 Orientation "promoter tardif* da Xa recion 
raguiatrica du Polyoma. 

Afin d^mdiiorer la «** traduction da 3a 



ptiosphotr^r^w, la se W ce prudent x« codon 
d'initiation a eta Bodifiea lors d'uns mtagenaaa par 
oiigonuclootAda, Uml la oftcraanca * $ c e c 




15 



S C A C C &,JLG X correspondent teeanconp 
* la sepence consensus a* initiation da Xa 
10 traduction chess Xes verttftete (Ref, a). 

4 1» units da 
& la naossyoine 
<les cellules 
CBS) da souris, a molarity 
W an plasmide, ana construction avsc las «nhancar 
Fy FS.X a prcduit 7,s* plus da clones resistant* au 
0U8 qua Xa pat* neo «t 2 4 3x plus qua la «CX Mao 
daerxt par cap«ochi at al (rd£. 13). A nouveau, U 
notthre da clonal a ssn™^*^ *, 

s * ™ msgsaente b0x f soit 4S0x par 
30 rapport a« pBSV neo, en »di£iant la 
d« initiation da la traduction. la 
&oaoiogu« swat tea an evonassant 

lea conditions axperimantaias appliques (p. <* x 
X/1000 pour HPRT, ref. 135 , un vecteur praaantant una 
25 efficacita da selection eiave* sat done tres utile 
d'autatit plus que Xes conditions d^lactroporation 
donnent lieu prlncipaXement 4 XUnteqration d'una 
saula copia. 

La plnmte* pGH contient, an outre, una oricrine 
30 da replication feactarianna de typs colli, pBK32 3 /aui 
p&amt las clonages at Xes preparations dans S.Coli. 

Enfin, un aita da cXonage multiple (H.C.S.)r 
syntMtisa in vitro, qui na eontisnt qua das sites da 
coupnrs nniquas dana $m t a *t* insare an amont da 
35 Xac.Z, arin da facilitar las utilisations da c « 
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is 

«£laneraantea" plasaidiques qui 
provoqnant la racamfcinaison haaoiogw- sont ajoateas 
aux «sctr<S»i*<&s du plasrdd© pSN apraa linearisation du 
plasmide en amosit da kc.2 ( par site du MCS (voir 
S fig, 2), En 1* 




La figure 2 sitisa la molaeuXe construing a 
10 partlr da plasmide pGE par rapport &« gene Hox-3,1. 
Dans aa cas, una recoBbinaison sntre las sequences 
plasaaidiquas at chromosoisales da- Mox~3 » i reaultaxait 
an una Insertion au debut da la phaea oodante da «a 
gen©, done a son inactivation totala. 
IS Le plasMde pGK rassenble plusiaura avautage® 

poor cette mathodoiogia, qui est applicable a 
.n*£*$d£tte quel gene* L^teament da r»ccmfcinai*on 
taologue pouvant toe asses rare (da 1'a-rcire da I 
pour 1000 integrations mMwl, ±1 est 
20 nacessaire da pouvoir analyser an grand 
clones dont la resistance au 8418 aoit 
forte pour s'exprimer dans n'importa quell 
genome, tea ©edifications apportaas a 1* unite da 
transcription da la plioapnotrajisfarasa repondent 
25 parliament a oas problems la mathoda da 

feoaologue eguivaut a 



le 

1'avantage suppldmantalr* 
30 l « expression da la ^™galact©sldaaa a cell© da gena 
Wit*. Enfin, la HCS facilit* lea clonagas 



3S Les 
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Insertion a»wi IMsr So I dans 1* site Bgi x de 
» I*8V nee, rempli par Is fragment Kleaow de l^DN 
polymerase &*EvC®li. 
% 



XO insertion linter cia I dans i« site Mde l da pi 

rempli par la polymerase Klenow, 

I, tos le site Cla 2 de p2. 

ifeanear& orients 




^Ax-JUKSiii^^eS "DOSICS™ 

francs", pewent #tre Uguas directed „ Cette 
deletion «nl«v« i'intron de 1' antique t da sv 40 
qui ».„t pss tres utile, «t dimima de manicre 
25 «« Ignite de transcription de 

la phosphotrans f erase , 



^m m im ,, ite UttBtJLit» le site &t ^ 

30 insertion i«» linker Xfeo j aans le site Bam HI dn 

plasaide pCE no {Pharmacia), CT pii oa r la 
polyBlerase 



wow/lias* ao pcrmatmm 

La partis 3' da la phase codante de la #~ 
gaiactosidase, suivie du signal de pol^adduylation du 
virus SV 40 est Isolde du piasBide g§ par 1m sites 
Xho l-&at XI et olonde dans Is plasmide p4 par ima 



la parti* 5' la phase codaata da la 

g/al&etosidase est Isolde dsx plasmide pne I8?i 
(Pharmacia) par las sites Pst I~Sac X at clones dans 
" i *actaur KS- (stxatagra) par Xes mimes sites, 




^ Una sequence ganomique du gene Hax~3,l, clonee dans 
1* wstaur K8~ r est purifiae par digestions 
success ives par X*en*yae Sac x, puis par la nuclease 
tog baan at «nfin par X'amysse &pa X. Cat insert est 
fusionne sw la partis S* de la phase co&ante de la 

^ $~galactosidase par clenage dans la plasmide p? 
digard par &pa X~$ssa X. La preteine aiusi fusissmae 
contisnt la codon d» initiation de la traduction du 
3*n» Htox-3.l suivi da la phase oodante de la $~~ 
gaiactosidasa <v*ri*i*» ansuita par S e Wgs )„ 

2S 

Utet S@$° Hint fin 
CCAQC ATfi AGC TC.C ATT CCC A q^t c ^ c 

GGTCQTACTCQAQQ TA A SBQCCi CTA %%% 

I Sao I 

, ft CCA6CATGAGCT ■ ims , 

30 QGTCQ TA0 

CCA00 fiAsniTWf* 

w fep g*?$ 

38 06*40 AT0 H00 SAT C0C 

8GT0GTAC CCCTCTA GGG 
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Im &io n da Box-^i-g* 

Eg 

La fusion Ho^.4-5« U*.* sat isolee da piasmide pa 
« par 1m sites IHSao £ «t elanae dans la plaaMda 
ps par isa m«s sites* clcmga a pour effet da 
recon«titu«r la phasa codante ds la *-galactosidas« 
dans sa totality. 




10 lais^ssLM-Ma^ 

^ de ^stance a la ntoyeina (promoter 
baotarisn »t phase eodante &e la phoaphatransfera&e} 
est isolae da pssv mo par lea sites Hind*iit-Sbbto 
et clonee dans le ■ 
15 M," etape t 



d» initiation da la traduction da la 
punospnotransferaaa est modifies pour fee identique 
20 & la sequence consenaua observe ches las vertebras 
et parmsttre ainsi un taixx aupariaur d* initiation de 
la traduction done una resistance accrue au G418 pour 
lea MllulM da wwiftow. La modification orae 
agalsment un site Apa LI qui penuat de contr6ier 
l*ef£icacit«l de la 



oligonucleotide 

CCTTGTOC^Ta^SQTracSATCCTCA) ccmportant une region 
da misappariemant avsc la sequence du pasv neo 
(souilgnia) eat synthatias * (Gene Ashlar! 
3S Pharmacia) puis phosphoryl*e par la polynucleotide 
mm m Meteriopto^ m* ®ne mtrica simple brin 
du plasalda plO aat prepare grta a 1> origins fl du 

Fulfils de m:»pi&cz;.:zKT 
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pl&smide KS* «t hybridte avec 1 Oligonucleotide as 
mxtae[4tobB6. Le toxiems brin est synthetic at r*par* 
par la pal^erase glenow et i'ABM Ugase du 
&acteri©pfaagfc T4. Aptas tafsmsformatioa *» bact&ties, 
las clones atut&s sont eribles a i*aide da 
^oligonucleotide marfua am : %. La mut&g^nise a ata 
varifiae an digarant par &pa LI ainsi qa® par 



la eeqaanca nodif£$* 
d* initiation da la traduction da gen© da resistance a 
la uaom^cine est. isoiee du piasisi&e pll par las 




par las marses sit 

ism 

insertion Jta s it ©,, da ai onage miltlpls dans la 



tanxit oligonucleotides cample 
srynt&etisAs (mam tosemfelar, Fnarsaacia) 
phosphorylas, Apres apparieaent, le HCS est 
dana las sites Apa 1- Sac ll du plassia* pl2 qr&ea a 



* CCttttttOeOCCCOCATaaAOATCTTACeTAAOO 5' 



30 La sita da clonag® multiple a 
par saqaencage, 
11 * Addition das 
^trMit^s du plawrid*. 



ats varifie 



chorales an fonction du site d* insertion 



23 

{par e^pie, SoM.l, ^oir Fig. 2 a at fo pan M 
pGHD) , 

Bans la cptmtmction m platmida de snutagenase 
P<3HD, deux bras d'ADS hoaolooue , 



— au locus Box~3,X ont 
41* clone* m sitas ^ x~ &i x et Msi t . Sac K ^ 

La bras 5' craaaannft au site Sac II 



«*8 Ids «» jmsqu*au premier 



^^^^ ^ u sxt - e Sac j 
(C06CGS)«u nucleotide 219 de vm c c21 da m ^ x 
Ce fragment s'etend aur 6.8 Jsb en 

sita B • s s 3«sgu*au preside 

10 B f ^^ mtv m braS co5aa6nc « a « site Apa i 

an nucleotide 885 de 1'AOSfc C 2l. Ce frac»*rt 

?in - ^ ««« le eite Ba« du 

gmenfe 5> et dams la site PstX du fragment 3«, i** 
bras 5 « t 3> ont elonds dans le veoteur 
« UP Sites Nsi l-sac XI et Apa Msi x# 
»p«t»t, La sequence da l*ADHa de fa~3.x c21 
est pubU** (ref . x) . 




digestion avec ml X «* WJ 
20 cellules sea extremity 

bras genomiques clonds ?»«v «<* 
X~$ac li du vecteur pgr, 

Le plasmde pa® ne prdaente pas de signal de 
polyadteyiatien apras le gene de resistance wis en 
trot**, presente une sequence riche en ' Alt 



, ™ ^ ^guance riche en AH 

rasponsaMa d'une degradation s4Ieotive de « 
inserda dans la aeguence de 1'intron du Hox-3.1 d« 
piasmide. 

m autre plasmide da mutagdnase, pGm, preseate 
-« la mams structure que le pGMS mis contiant las 
•ignaux da poiyaddaylation et de f r»inai«<m de 
tranecription * mo et na preset pas la stance 
Ce ^^tion de »A an aval du g*„ e W< Ces 
modifications avaiant po«r tout de reduire la tau* da 
transcrits de Hea* -a™*. 



3S 

d * integration au Jjaaard. Mn 
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issus d'evenessents de raoombiBaiaon homologu® antra 
pGWD «t mi locus Bo^~3 ,i davrait avoir una croissance 
in&Iter#e pendant .la selection ais ©418 , la segaencse 
A3? da degradation da ssHHA atant alminee par le 
5 precede de racosshinaison ou epissea avee 

1 ! intron Host- 3 » 1 . 

Baas las atapes axperimant&las qui s«iv«nt, la 
protocols deer it par ^hosspson at al. 1989, a ate 
suivi pour la production d^animaux chimeras » 
10 111 ~ Transfecticm da ealluies a^ryonTiairg§_dg. 

La Kathode decrit© par Thompson at ai, 1989 ^ a 
eta utilise© pour transfactar das cellules 
embryonnaires de souria. Is * utilisation da la 
IS technique da 1 * electroporation assure I 8 introduction 
d'wne seule copie du gane etongsr (lac, I) par 
cellule, Apres transf action, plusiaurs elopes 
exprissant la ^~galact4>sidase ont et4 isoies. 

m linearises at introduits par 41«ctroporation dans das 
cellules B.8. at in da favoriser 1 ' insertion d'una 
copie settlement dans la genome (ret. 11} , 

Las transections initiaies ont ata afraotuees 
pour comparer X « efficacite de cifelage du a&B 

2S pla slides pGMa at pGMD (voir tableau X) . 







RecomMnaison homologue dans la gene Hox~3.i 
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La Ugnee celiulaire E.S. »C,C,£.« (rat. 16) a 
ete aaintanue d « ans mani^re continue sur des couches 
nourrieieres fibroblast iqees (raf. 17 ) . Pour las 
experiences I et XX, Ux 10? cellulas E.S. dans i.s 
5 ml HeBS ont eta elactroporees £ra£i 11) a 200 v, avec 
40 m de plasmlde linearise, puis etaleas stir quatre 
boites d© cultures (diametre 100 mm). Pour 
l» experience xu, 1® dho C a ete effeetue dans las 
messes conditions mais «n quart des cellules ont ete 

10 tol#es mix quatre plaques a 24 puits. t& l«n*mftin, 
250 ,ug ml' 1 G418 ont eta ajoutes. Cheque transection 
a donne lieu a environ 24S0 clones avec pern et 
environ XOoQ clones avec pGMD. 

La noisbre »oy«n da clones de cellules g»s, 

IS resistantas au G41S dans chaque ensemble est indique 
dans le tableau x, ainei que le nombra d 5 ensiles 
domamt un resultat positif avec la technique lc,R. 
m rasuitat positlf signirl© tfvm bande da u* m a 
pu etre observes sur un gel d ? agarose colore da 

20 broaajre d'atfaiaiaa (voir fig. 7),' Le nc^bre 
d* ensembles donnant an signal positif apres une 
analyse de Southern du melange P.c.R, et hybridation 
d'una sonde specif igue qui »e 




25 <fig. 8). 

P&tectlon de. la_ 
P-C.R, 

P,C*R, a ete erfectuee sur 10 s cellules a»xra ensemble 
de 250 clones de la transection II (voir vole D de 
30 ia fig. 7). Dans lea autras voies f quatre ensembles 
do la transection III ont ete analyses ensemble en 
raelangeant environ 4 x SQOO cellales. Le B amorces 0? 
et 0B utillsees dans la P.c.R. entourent la sequence 



3' Hox-3 , 1 du 



(fig. 2), m 



35 fragment de 1,6 Kb rscqu^rant cette sequence 3' ne 
pent etre amplifie que dans le cas d*une 
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racoxxb inaison hosnologue. Imm voles 2 f 3 et D 
iiiustrent des resultale positifs,, 

h*%m de clones 1 : «S* a ete prepare au moment de 
la r^pligu© star f litre en ufeilis&nt la metnode 
5 Kfeoiliag~pratel«as« K digestion boiling*' <r4f» 18) » 
40 cycles d 'amplification (40 secondes a 94 *C, 1 
minute a SO'C, 7 Mxmt&s* a 72 *C) ont eta effeetaes 
dans un melange react ionnel de 100 pi, ccmtsnant 87 
mM Tris~KCL fpH 8.6), 16,7 IBM (HH^jjSO*, 6,7 ®H MgCl 2 , 

10 io tsM 2-»ercapto«thanol, 0.01 % <p/v) gelatine, 200 
dATP, d'OT st dOTP., 100 #M dSXP, 100 t «M 7-deaza 
dGT, 600 ng de e&agaa adores (o? ; 
A^eTlCCCTCTCTSCTA^C et 08 * CMSCA^&AC&TACAAaCTO) ©t 
30 polymerase Tag {Parkin Elaser Cetua) convert de 

15 100 fil paraffin. La moitie du melange da reaction a 
et© applique sur un gel d* agarose 0,7 % colore au 
brernure d'ethidinasu Le marguaur de taille est m 
digest Sco RX * Hind III d» MM lambda, 

20 Trois clones inddpendanfcs de cellules contenant 
la B»x-3.l BUt<§ CidcKtifie par »,C*SU} ont etc isoles 
das enees&bies posit if s en utilisant des pipettes. 
Lour ADN a etd examine par analyse de southern apres 
digestion avec las ensymes de restriction inaiqnes 

25 dans la figure 8, afin de confirmer le ©iblage 
spdeifigee et de faire la distinction entre las loci 
reeombinas et salvages. Dense sondes differantes ont 
eta utiiisaes dans 1* analyse da 1 8 extradite 3" des 
loci Hox-3 , 1 dans las clones mutes at dans lee 

30 cellules K>Sv non~smtees agissant comae temcin (fig, 
» c). La premiere sonde *&« etait contain© dans less 
sequences Hox-3,1 dn plasmide de mntagdnese et 
de.moRtra.it le raster* d ' integrations de vecteur et 
leurs liaisons physiques, m des trois clones 

35 racoabines contan&it en outre nne eopie du piasmida 
Integree an basard (fig, 8 a> clone F2) , La dtfO&ifcne 
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sonde qui n'etsit ps coat«»« dsms 1« vectaur de 
mutagsnese faisait la distinction antra les alleles 
Hox-3.1 reccahindes at salvages (fig, 3 b ) . Le lctcl5 ~ 




S iUmage d 'hybridation attendue a partir das cartas da 
restriction du vector da mtag^e et du loois 
intact. En outre, 1« existence de deux domaines de 
raoombinaison clans le bras 3' du vector a dtd 
confirmee par la presence ou 1 8 absence da la seguanes 

10 AT dans la locus Hox-3.l recosabind (par exempis fig, 
*> clcm * Vm*x4mit& S< du locus Hox-3.i a 

agalesant eta analyse* pour I'evenament da 
recoobin&ison hrawlogu*. Das enzyvme de restriction 
» presantant pas de sites dans la sequence Hox~3»i 

IS S' ds 5,8 Kb da vectaur da mutaganesa 
dans la digestion des &DSa dee clones 
MM® ent ensuite ate soumis a una electrophorese dans 
an champ puis® pour diffdreneiar %®& fragments de 
poids moleculaira eleven TJne analyse de Southern de 

20 d * ^ « Element indique les alleles recombineas 
correctemant et ies alleles Hox~3,i sauv&gas, en 
utiilsant una sonde prasentant one sequence en amont 
du plasmide de mutagenasa. 

Los analyses de Southern out demontre q*une 

25 allele du gene Hax-3.1 a eta reooiahines come pravu, 
La recoxabinaison ho^elogua atait equivalents a an 
double * f crossing-over'* antra las bras ganomiquas du 

homologies {Fig. 2} . ^ * * Cfer °^° SOm ^ 

30 D ans lea clones recombinants, le gene lac 2 a 

ete place sous le controls des sequences prometrices 
et ragulatrices du Hoac-3.1 en aaont da codon AOG. 
laais les signaux 3' de maturation de isPha prov«naient 
du S¥4Q* Dans ces clones reeoasbinas, 1« expression da 
3S lac z n'st&it pas decalafela par coloration avec ,f- 
Gal, ce qui est coherent avec 1» absence da 
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transcription de Hox»3*X dans des c«lltiXes E.S. 
determinaa par analyse de protection da BKase. 
L*aetivit# de ^-®al gdtjvait etra induite dans 
carta! nes cellules apras 3 on 4 jours da culture en 
acide ratinolque, conditions 
indu leant la transcription de Ho>:~3 . 1 

(ret* 19), 

En utiliaant la vacteur de isutagdnasa pSE&, qui 
presents una homoXogie totals de $»3 l£b m>M a^ac \e 
locns Hox~3.i., xm fragment de 120 pb a eta rempXace 
una insertion da ?.2 Kb, La frequence de ea 
cibld (1/900) est comparable a celle 
( 1/1000) avec HPPT (ref, 13) ou 
(1/260) (rax. 20} , la fragrant heterology 
derniers cas d * 
(1*1 at l,s 
r««pectiv«aent) , D'une mtti^m surpranante, £i 





spacifigue etait 
M 

affects 

explication possible da ces rasultats serait qu*«na 
sequence AT da Si pb pourrait rournir, in vivo, una 
30 houcle swarts dans la plasside da mutaganesa a cause 
da sa temperature de fusion pins basse . si lea 
sCquancM Hox~3*l voislnss du pGMD peuvent etre 
inrXaaneaea par catte SOTarto, do chaque cote da la 
ragion AT, alias pourraiant x*agir d*ana m&niere pins 
33 effieaoa, & 1'dtat simple-brin, avaa la locus 
H0x-3.?L, La m#m* da racomfoinaison 
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Mitotic chm la iavure suggto m <n serai* initio 
par «n tsl Change da feme, bian que la mamlme da 
recojabinaison taoiogna resta inconnu chejs les 
plus — 



S La figure s montre 1« restate da fmiyM da 

Southern stlfeetuae sur cies elonw ind.widua positifs 
(LS et 92) «t das cellules B.s. fC.C.fc.:).. 

I«« sondes utilise n'hybrident t&twm* des 
S ^ nCSS Hox*3 » l includes dans la vector (a) ou 
10 dtt «• Bntagenase (b) . L ^ aqe 

d> hybridation du locus So«»l reco^ina (triangle. 



{triangles ooirs) . itoUss indiquent las^a 

d'fcybridation d'una eopis du plae^ide qui s * esfc 

IS integraa an hasard. Xm marquaur da taille eat im 
digest Eco El + Hind ni d>&DH lambda. 

La figure 8{c} mon*re las cartes da restriction 
des alleles Hox-3.1 reccsafeinssa f»,} et 
(wt)-. Las parties du vaeteur de mutagens- 

SO locus sont indices avec las B&aes „ M 

qua cam utilises dans la figure 3 , mm ^ZZ^H 
sequence AT a ate tetagrae par reeoabinaison 
homology*. La flech® verticals indique I'extremite 3* 
du plasmiae de mutageneses La localisation das sondes 

25 "«« at utiiisaes dans 1> analyse da Southern eat 

agalasaant indiquee. Las abrsviations utiiiseas dans 
la figure 8 aont suiTO&ftg s b, Bam HX , .d, Dra 
X, E, Eco El ? H, Hind XXI ? S ,~ Sal X ? X , 3Cho X, 

I5f 



30 




E.S. 

Hox-3.1 intact® at un aX.la.Ie 

copie du plasmda da ^0!^^ 1^4^ 
35 ces cellules dt&ient nonsaux. 
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Dix a quince cellules muties oat eta 
microinj ecteas par blastacysta, Apres reimplantation 
dans das meres porteuses, les eabryons ont eta 
raeuaiilis a 9,5, 10. S at 12. S jours p.©. at analyses 
5 pour expression lac Z, La grille de transcription 
da Hox~3 , l a ces stades avait eta determines an 
prdalabie par analyse d 'hybridation in situ (r€f, l) . 
;Las transcrits sent detectable® po«r la 

prard&re fois au stade da gastrulation tardive at 
10 sent repartis dans terns las tiasas de la partis 
arriara da 1* animal. Plus tard, la repartition 
deviant progress ivemant linitie dans I*espace at 
specif igue au tiesn. hu stade da la*S jours p>c, la 
transcription est localise® dans la region cervicale 
IS du tube neural f an niveau eu co«ur, Au cours da 
l»e^»ryogenese ? la repartition de la transcription da 

i h& stade 10.5 
a transition, la 




20 

da 9»$ at 10.5 

jours p„e. , la 
presentait nne aetivite ^HSaX intense, tandis que %m 
aarqueur n*a jamais ate detacte dans la region 
25 thoraciqus anteriaura ou la tats (Fig. 9a). Dans la 
region arriare, das cellules colorees par la #-G#X 
ont dtd ©fesarveas dans tons lea tissue a* de toutes 
lea couches ambryonnaires . Entra les deux bourgeons 
qui. donnent les nembres, das cellules colorees 
30 etaiant reparties dans des zones restraints, dans 
i'ectoderme superficial (Fig. 9b) , coaaae dans les 
regions arrieres (Fig, Be) at, en forme 4© lignes 
atreitas ou rayuras, dans le tuba neural (Fig. 9h) . 
ces rayuras presentment una repartition irreguliere 
35 at asymatrigue sur la parol du tuba neural, La 
»3»X n«a pas eta detaetee dans la 
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a cellules vara la farmeture du tube 
cellule ■ h«SBnt- : B e»t-Stre pas rssiete mx 
traitmnts applies lors tie 1 hybridation in. situ 
11 * «t4 Observe que las cellules de 1 'ectcd, i 
* wale font parti*, tx*s tftfc, de parties differentas 
du system nervww at usiqrent dans una direc 
radiaie, suivant das mouvaments lateral atroits 
<r*f. 21), Cas resultats sent done aoherants avae 
catta observation. 
W S*ac S a done illustre 

correctajaent la premiere partis da la transcription 
da in^aogene e'est~a~dira dans tons u* 

tissus das regions caudales das eiabryons da S 5 © t 
1*.5 iowrs p#c ., at a femrni de 
" 7j^ m T* nB a °* tmMat le ^ ae transcription de 



1« expression da Lao z n*& 
observee dans las regions cervicalas du tubs 
d'embryous cbimeres da 12»S jours, ni dans la region 
20 antsriaure d ' sshryons de xo.s joiar* ? caci a*#ta»±t 
pas la resultat attends a partir das its 
d« hybridation in ate. La pMm ^Iteriaura 
transcription da Ho*-3.i observes a partir do lour 
10,5 dans las zones tres localises du tuba neural 
25 n'atait pas mise en evidence par X'activite d^-fiai. 
One explication possible pour ca resultat mm*t que 
Men que 1 » expression da Lac z soit sous la controls 
du promotear Hgm.1, les sequences 3* du Mox-^l 
sont absentee dans le gene reporteur, n aa t possible 
30 que des sequences 3* du codon d 'initiation AUG du 
Ho*-3.1 aisnt una influence sur ^expression tardive 
da Ho*-3.i dans le domaine anterlsur, on effat da 
Mosaga de gene* pourrait atissi expligaer as 
resultat, L'autoactiyatiap de piesiaurs honeoo 
35 chmz DrosenMXa ■* m f w^.,. -A****. 

ga»etxquesant on 
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snggeraa par la formation da ooa^iexes antra &t 
ies protainas des hosaobose. 

Si le corposant fcardif da la transcription da 
Box- 3.1 dans Is taibe natsral est maintanu par nn 
mecanisma sellable, I'Inactw&tion d*un allele 
pourra.it avoir un effot dominant da&a ies eel-ales a® 
1 ' ectoderm© neural » Puisqu s un allele saulamant 
produirait la proteine ta~3„2 f le signal 
deactivation sex-ait dilua ear las deux proaoteurs. La 
reduction d * autoinactivation *ians les deux loci 
pourra.it ainsi. eondaire a ua ax-rat total 4a 
I s initiation da transcription, caci pourrait 
«sqaliguer pourquoi auexma expression da Lac % n*a ate 
detectee dans la region cervioale du tuba neural 
d* ambry one da 10.5 at X2.5 jours. 

v ~ USWSk - M 3* m m ^m ^^mB la lMne& 




en F, at «n da la modification 
20 apportea par 1* insertion ciblaa ont et© observes 
epres reproduction doe chimeras. La passage da la 
modification dans la ligneo cellulaire gers&nale a 
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ISS^HHDX C&TI0HS 
^ I Precede de rmmtmmzmt wp*el£i*&* t d , UK g ^ 
nova«»t par ciblage d'un dit ADH a4r,- 6 ■ 

« ZT^r partie 4,ur - * 4ne — a ;; tr ; 

xendu fo„«x 0n nel, ou flont le fonctionnen<JItt 

euoaryote, ear&eterise en ce que 
« - U sit, assertion se tn»™ *, ns m s4D . ^ 
-it «*» ««vaur c holsi , et content t 

- I'm, 





elites 

& * autre «ie 

qui autoris*at, par 




25 

.^^Mjjwjj^jj^g gene reesv©«» > 

reconstitute d*«n gene rec^inant eaglet i 
gtome m la cellule •ocarytrt*. 



covenant soit uae sequence Jodante soit 
30 m sequence r^iatri*^ oaraeterise « oe «ue 
- le sits d s insertion ^ «~ 
UXi rocsveur et en ce que 



^ i«ADH d insertion et deux neouonc^ ^ T 

^ sequences dxtes 
part et a* autre de 
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homologuas A deux 
i genomigues qui jonxtent Is sits d insertion 
seuhaitd dans le gte recavenr, 

~ l<m% & 'insertion «bant heterologne vis-a-vis du 
5 gene recevaur et, 

- las sequences flanopumtes etant choisies afin da 
permettra par recaabinaiaon bosologue solan la cas f 
soit 1 8 expression de la sequence eodanta do 1*AI3H 
d * insertion entier sous la contr6!e des sacmencas 
i« r^gulatricea du gene reoavetxr, soifc 1* 



4»ta» sequence eodanta dm gene recevsur sous Xe 
aontroXe da sdquenees regulatricas de 1*ADH 
d* insertion. 

3 . Precede salon Is revindication i on 2 
15 caractsris* en ce que 1'AJDM d« insertion contient una 
eodanta depourvue d Element de regulation, 
i d'un pMoteur qui iui est propra. 
Precede selon l*ime quelcanqua dee 
X & 3, caracterisa en ce qua i« giam 
20 recaveur «st ortot. de la cellule 




1* 

las, 

cellules eucaryotfts sent dee cellules 

7, Proceda aelon 1* 
preoadantas, caracterisa an cs que la gana 
d* insertion est un gene nateroloque a l*especa 



" >b i ? une &m rs^andications 
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contient das sequences intarealaes entre la gene 
d s insertion et las sequences flanquantes, 

9. PrsoMl. stloft M ravendic&tion 8 , earaeterls© 
en ea que las sequences Intercalates contiennent una 

& scenes, oodant pour «ft agent salectif paxaattaat la 
selection des transforaants et ^Yantuallemant un gene 
aarqueur par exenple le LacS, 

10. Proced* selon X'una des revindications 
precedentes, caractarise an ce que la transaction 

10 ®«* effeetuee par electroporation. 

11. Precede salon I*una des revindications 
precedents, earact*riee en ca que la 
PoXymsrase Chain Reaction ffc, : ejL> est 
amplifier la eeguenee d'ABH d« locus ou se fait 

15 li insertion pour verifier qua X* insertion a eu lieu 
dans le site soohalt*. 

12. Precede salon la replication 1, caraeteriae 
en ca que I'M 4 



*, d'une part one a«. 
20 destine© a atr© raeaabj&e* airee x*xm 4 

dans le gene reeeveur pour fournir un 
recombinant, et, a* autre part, una sequence codant 
po«r un agent selectif parmettant la selection des 
transformante et un prsaaoteur autorisant 1 ' expression 
25 de V*y*t saleetix, le gene reeeveur at la gene 
recOTtoinatit codant pour das produits a 'expression ue 
conferant pas de phenotypa selectable. 

X3*S>roeeds de production d'animau* 

transgeniquas, caraeterisa an ce que das cellules 
3D E, s . sent transferees par la precede salon i<una des 
revindications X a 12 at. s^lectionnees pour 
1'evenement da recoabinalaon heaologue, a savoir 
1 'integration correcte da gene atranqer, lea cellules 
sent injeotees dans das aistoryons a un stada ou iXs 
35 sent aptes a integrer le® cellules tranaf aetses , par 
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raimpiantss dans una mere partsusa et, las indivldus 
chbseres ohtenus an tarsse da la gestation at chez 
lesqusls est constats la colonisation par leg 
eailuiea 8.S. da la iignee gaminala, sont acccupUs 
5 F»«r ofatanir das anjUaaux transgenics hetarossygotas 
pour la gene ramplaoe* 

14. Masmida apte & stfactuar 1* insertion eiblsa 
d*un g&na dit gana dUneertian dans la genoms d*una 
cellule sajcaryote, caracterisa an ee gu*ll eontiant 
10 xm inserat cooprenant lml~mime la gene d» insertion at 
deux sequencse sites »£Xanguantas« da part at d* autre 
m gana 4 'insertion, raspaetiveMt nosaologues aux 
deux sequences genomigues gui jousstejjt la site 
d* insertion souh&ite dans 1© gena recevenr. 
IS IS.Fiasmida solan la ravandicatta 14, 

ce gse X'inaerat cowprand, antra Xes 
d'une part una sequence d'ADH 

dans la gene raeevaur, at, d' autre 3 
20 cedent pour un agent selactif praattant la .election 

destines a stx 
itaut autre gu*un gene 
25 16. Flassaide p 

figure l. 

17. call ui as eueaxyotes transferases par la 




Cellules salon la rsvandioation 1? 



prooeda da la revendication 1 
18. 

30 caraeterisaas an ae gua aa sent das cellules E.s 

19* Animal transgeniqua dans lagual una saula 
eopia d*un gana m i est present dans la ganoaa a au 
mains dame exasspXairas, a eta inactive par 
I s insertion d*im gene gui est different du gene 

35 inactive, la gane dHnsertion etant insdra dans una 
position qui persist I s expression da as gane sous le 
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controle des 

JU. Application m proo«M selon r me 
guelcongue dsa rovendlcatioriss i * 12 ^ , 
production d*aniaaax ten^ini« s « 




10 rour f * APpUCatiOW *> ™ - - revocation * 
»° ur »arguag« g6n$t±efue <S«a»i»aaae. 

-3 t plloation ** p ™ * ia ~i-t ien 

P ~s avoxr une ac tiviM a l^ard a.. p„ auits 

!* CelM :« * « <* *» ******* * 2 ' animal 

transgenics* i« prodait £feajraac*atigu* a 
vua d»(Sval««r son aetferlt* sur la 
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